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4. ヒト胎盤における X染色体不活性化 
X 染色体不活性化とは、哺乳類の雌の細胞において、2 本ある X 染色体のう
ち 1 本が不活性化される現象である 20)。雄の細胞は 1 本しか X 染色体を持たな
いため、雌の細胞では一方の X 染色体を不活性化することによって、X 染色体
上の遺伝子発現量を補正している。有袋類では、胚体組織および胚体外組織と
もに父由来の X 染色体が一部選択的に不活性化される、インプリント型の制御





的に不活性化を受けている 22)。しかし、ヒト胎盤における X 染色体の不活性化














38)-43)。X 染色体のモノソミーは 99%が自然流産となるが 38)、出生した個体は
Turner 症候群を呈する。この症候群は、大動脈の先天奇形、低身長、第 2 次性
徴の欠如を主な特徴とする 44)。Turner症候群の個体の持つ 1本の X染色体の由
来が父由来か母由来かで、症状に違いがあることが様々な研究で明らかになっ
ている。Turner症候群の 70-80%が母由来X染色体のモノソミーであることや 43)、
体格 38)、脂質代謝 39)、脳の高次機能 40)、神経学的発達 41)が異なることが報告さ




































また、患者の末梢血 5 ml 採血し、EDTA 付加採血管に保存した。これらの検体
は 1時間以内に当研究室へ移送し、細胞の分離および精製を行った。精製法は、














え、外科鋏を用いて細切した。次に細切した組織を 50 ml のチューブに移し、
Accumax（Innovative Cell Technologies 社）、TrypLE（Life Technologies 社）各々
20 ml を加え、37℃で 15分間震盪した。さらに、70 μm フィルター（Nylon 製、
Falcon 社）でろ過を行い、上清を回収した。回収した上清に 10% FBS を含む
DMEM液（FBS/DMEM Gibco社）5 ml を加え、380×g、3分間遠心した後、上清
を破棄し、細胞塊を得た。次に細胞塊に FBS/DMEM/PBS 液（和光純薬工業社）
を 10 ml 加え、上下動撹拌した。70 μm フィルターに残った組織も、この操作を
3回繰り返し、細胞浮遊液を得た。得られた細胞浮遊液は、再度 70 μm フィルタ
ーでろ過し、380× g、3 分間遠心、上清を破棄し、PBS/EDTA（2% FBS、1 mM EDTA
を含む PBS）液 1 ml を加え、細胞を懸濁した。 
 
(2) CT細胞の精製： (1)で得られた単一な細胞調整液に、PE標識抗 CD49f抗体
（クローン GoH3、Miltenyi Biotec 社）を 50 μl 加え、遮光下で 10分間インキュ
ベートした。さらに、Human PE selection kit（STEMCELL Technologies 社）を使
用して Easy sep（STEMCELL Technologies 社）による免疫磁気細胞精製を行い、
ポジティブセレクションによる細胞精製を行った。精製した細胞数は、倒立顕





細胞数）×100 にて細胞純度（%）を算出した。細胞の発現解析用に 2 例、アリ
ル特異的解析用にさらに 19 例を加えた 21 例、X 染色体不活性化状態の分布解
析用に 13例を用いた。 
 
(3) EVT細胞の精製： (1)で得られた単一細胞調整液に PE標識抗 HLA-G抗体（ク
ローン MEM-G/9、Novus Biologicals 社）を 50 μl 加えた。(2)と同様、遮光下で
10分間インキュベートし、Human PE selection kit を使用して Easy sep による免
疫磁気細胞精製を行い、ポジティブセレクションによる細胞精製を行った。精
製した細胞数は、倒立顕微鏡で 100倍率視野下に Burker-Turk細胞計算盤を用い




(4) ストローマ細胞の精製： (1)で得られた単一細胞調整液に、PE 標識抗 CD90
抗体（クローン DG3、Miltenyi Biotec 社）を 50 μl 加えた。(2)同様、遮光下で
10分間インキュベートし、Human PE selectin kit を使用して Easy sep による免疫
磁気細胞精製を行い、ポジティブセレクションによる細胞精製を行った。精製
した細胞数は、倒立顕微鏡で 100倍率視野下に Burker-Turk細胞計算盤を用いて




(5) ST細胞の精製：胎盤を洗浄した生理食塩水を 70 μmフィルターろ過後、380 ×g、
3分間遠心し、上清を破棄し、FBS/PBS 液 1 ml を加え単一細胞の調整を行った。
細胞浮遊液を Percoll 濃度勾配液（40/70％）に静かに滴下し、1200 ×g 、20分間
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の遠心分離を行い、上清を回収し、ST細胞を精製した。FBS/PBS 液を加え 380× 
g、3分間遠心したのち、100 μl の PBS/EDTA に懸濁し、CD45 depletion Cocktail
（STEMCELL Technologies 社）20 μl、PE 標識抗 CD49f 抗体、PE 標識抗 CD90
抗体（クローン DG3、Miltenyi Biotec 社）、PE 標識抗 HLA-G 抗体、PE 標識抗
CD71抗体（クローン AC102、Miltenyi Biotec 社）を各々10 μl 加え、Human PE 








3. ゲノム DNAの抽出 
凍結保存された細胞を、Genome Lysis 液（50 mM Tris-HCl、20 mM EDTA、100 
mM NaCl、1% SDS）500 μl と Proteinase K （Roche社、600 U/ml）10 μl の混合
液に懸濁の上、60℃にて一晩振盪した。その後、室温にて、フェノール 500 μl
を加え、30分上下に撹拌し、13000×g、3分間遠心後、上清を回収した（フェノ
ール処理）。次にフェノール/クロロホルム液 500 μl を加え、15分上下に撹拌し、
13000×g、3 分間遠心、上清を回収した（フェノール/クロロホルム処理）。クロ
ロホルム液 500 μl を加え、15分上下撹拌後、13000×g、3分間遠心し、上清を回
収（クロロホルム処理）した。さらに、RNase 10 μl を加え、37℃にて 60 分イン
キュベーション（RNase 処理）後、再度フェノール/クロロホルム処理およびク
ロロホルム処理を行った。その後イソプロパノール 500 μl を加え、DNA を沈降
させ、80% エタノールで洗浄後、30 μl のMilliQ 水で溶解した。 
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母体血は、DNA Extractor WB-Rapid Kit（和光純薬工業社）を用いて、ゲノム
DNAを抽出後、上記 RNase処理、フェノール/クロロホルム処理、クロロホルム
処理を行い、エタノール沈降にてゲノム DNA を抽出し、80% エタノールにて
洗浄後、30 μl のMilliQ 水で溶解した。得られたゲノム DNA溶解液は、分光光
度計（Nano drop ND1000、LMS 社）を用いて吸光度を測定し、濃度 50 ng/μl 以




各細胞からの RNA抽出は、RNeasy Mini Kit（Qiagen社）を用いて実施した。得
られた RNA溶解液は、分光光度計を用いて吸光度を測定し、濃度 10 ng/μl 以上、
吸光度 260/280 値が 1.8 以上、260/230 値が 2.0 以上であることを確認した。さ






region Y）遺伝子で判別を行った。母体血 DNAと精子 DNAを、それぞれネガテ
ィブおよびポジティブコントロールとして、各細胞より抽出したゲノム DNAを
SYBR Premix Ex Taq II（Takara Bio 社）および StepOnePlus Real-Time PCR System 
（Applied Biosystems 社）を用いて Real time-PCR を行った（反応条件：95℃ 30





SRY forward: 5’-TGAAATTAAATATAAGAAAGTGAGGGTTG-3’ 
SRY reverse: 5’-CCACACACTCAAAAATAAAACACCA-3’ 
 
6. 全 RNAのシークエンス解析 
Total RNA から poly A を含む mRNA を poly T を付加した磁気ビーズを用い
て回収し、TruSeq stranded mRNA LT Sample Prep kit （Illumina社）を用いて、操
作説明書どおりにサンプル調整を行い、ライブラリーを作成した。ライブラリ
ー液は、Hiseq 2500 （Illumina社）にて 101 bp ペアエンドにて配列解析を行っ
た。 
 
7. 遺伝子オントロジー（Gene ontology: GO）解析 
CT 細胞と EVT 細胞、CT 細胞と ST 細胞の発現をそれぞれ比較し、10 FPKM
（fragments per kilo bases of exons for per million mapped reads）以上、かつ 10倍以
上の発現量の変化があった遺伝子を抽出した。CT 細胞に対して EVT 細胞およ
び ST 細胞で発現が上昇した遺伝子と、発現が減少した遺伝子は、解析ソフト
DAVID56)を用いて GO 解析を行った。Benjamini-Hochbeng法を用いて多重比較補
正を行い、生物学的プロセスの GO term のうち、p<0.05の上位 5 term を有意な
結果として抽出した。 
 
8. 全 Exomeのシークエンス解析 
DNA Shearing システム M220 （Covaris 社）を用いて 1.0 μgのゲノム DNAを
150-200 bpに断片化し、SureSelect Human All Exon V5+UTRs（Agilent 社）を用い
て説明書どおりにサンプル調整を行い、ライブラリーを作成した。Index を付加






にマッピングし、GATK58)にて一塩基多型 Single Nucleotide Polymorphism （SNP）
を抽出した。Total 20 reads 以上マッピングされた SNP のうち、母体血のゲノム
でホモ接合、CT細胞ゲノムでヘテロ接合の SNP を抽出し、父由来・母由来のア






 ゲノム DNAは、EZ DNA Methylation-Gold Kit （Zymo Research 社）を用いて
バイサルファイト変換し、TaKaRa EpiTaq™ HS （Takara Bio 社）で PCR 増幅を
行った。PCR 産物は、pGEM-T Easy vector （Promega 社）にクローニングし、
各々のクローンをダイレクトシークエンシング法によって解析した。解析には、
以下の配列のプライマーを用いた。 
NUDT10 DMR forward: 5’-TTT TGT AAG GTG GGA ATT TGT TGA-3’ 




NUDT-10遺伝子の発現定量解析を行った。抽出した RNAは、Oligo dT プライマ
ーを用いて、Prime Script Ⅱ 1st strand cDNA synthesis kit （Takara bio 社）にて
cDNAに合成した。SYBR Premix Ex Taq II（Takara Bio 社）および StepOnePlus 
Real-Time PCR System （Applied Biosystems 社）を用いて Real time-PCR を行っ
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NUDT10 forward: 5’-CAAGTATGTGAATGGATGGATGAA -3’ 
NUDT10 reverse: 5’-TTGTAATAAACAGGGAAGAAGTGTCC -3’ 
GAPDH forward: 5’-CCTCAACGACCACTTTGTCAAG-3’ 





駆細胞数を n、父由来 X染色体が活性化する確率（母由来 X染色体が不活性化























体で 90%以上、平均では 94%であることを確認した（表 2）。 
胎盤構成細胞の既知の発現マーカーについて、各々の細胞の発現特性を
RNA-seq 法により解析した（図 8）。未精製胎盤での RNA 発現量を基準とし、
CT 細胞マーカーとして ELF5 と ITGA6、EVT 細胞マーカーとして HLA-G、ST
細胞マーカーとして SDC1と CGB、ストローマ細胞マーカーとして VIMと THY1
合計 7 種類の遺伝子の発現量を解析した。CT 細胞では、未精製胎盤に比べて、
CT 細胞のマーカーである ELF5 と ITGA6 が 4～5 倍に上昇し、分化マーカーで
ある SDC1、CGB、VIM、THY1 は 0.1～0.003 倍に低下していた。EVT 細胞では
HLA-Gが 66倍、その他のマーカーが 0.5～0.002 倍であった。ST細胞では、ST
細胞マーカーである SDC1と CGBが 1.4～0.8倍、その他のマーカーが 0.5～0.005
倍であった。ストローマ細胞では、VIM と THY1 が 7～8 倍、その他のマーカー
が 0.5～0.005 倍であった。以上より、精製された細胞集団が、各細胞に特徴的
な発現パターンを示していることが明らかとなった。また、Y 染色体特異的遺
伝子 SRY を用いた性別判定により、CT細胞は XX個体・XY個体が各々18検体・
3 検体、EVT 細胞は XX 個体が 2 検体、ST 細胞は XY 個体が 2 検体、ストロー
20 
 









胞は未精製胎盤と近い発現パターンを示し、CT 細胞と EVT 細胞が近い発現パ
ターンを示した。以上より、今回用いた細胞精製方法は、再現性よく、かつ、
高純度に胎盤構成細胞を精製することが可能であることが示された。 
CT 細胞は、栄養膜細胞の中で比較的未分化な細胞であり、EVT 細胞や ST 細
胞へ分化すると考えられている。そこで、分化に伴い変動する遺伝子群を抽出
するために、CT細胞と EVT細胞、および CT 細胞と ST細胞の発現を比較し、
CT細胞に対して EVT 細胞および ST細胞で発現が上昇した遺伝子と、発現が減
少した遺伝子を各々抽出し、遺伝子オントロジー（GO）解析を行った（図 10
および表 3）。CT細胞に対して EVT細胞で発現が上昇した遺伝子は、EVT細胞
表面抗原マーカーである HLA-G や細胞接着因子の MMP2 などが挙げられた。
GO解析では、妊娠、炎症反応、創傷治癒、生体防御、免疫反応の生物学的プロ
セスが抽出され、EVT 細胞の細胞特性を反映した結果となった。また、CT細胞
に対して ST 細胞で発現が上昇した遺伝子は胎盤特異的ホルモンである CGA、
CGB などが挙げられた。GO 解析では、ガス交換、ホルモン産生、酸素運搬、
妊娠の生物学的プロセスが抽出され、ST 細胞の細胞特性を反映した結果となっ
た。一方、CT 細胞に対して ST 細胞で発現が減少した遺伝子群は、未分化マー
21 
 







4）。インプリント遺伝子の発現は、EVT 細胞や ST 細胞に比べ、CT 細胞で有意
に上昇していた(スチューデントの t 検定 p<0.05)。なお、妊娠 7週以降で胎児
心拍を確認できた流産組織には、生存可能な染色体異常（Trisomy 13, 18, 21, X 
monosomy）が有意に高いといわれており 62)、Exome 解析にて 16番染色体のリー
ド数が 1.5 倍を示し Trisomy 16 と診断した症例と X 染色体にヘテロ接合を示す









 まず、母由来および父由来アリルを区別するため、母体血および CT 細胞のゲ






図 11 に一例を示した。CYP2J2 遺伝子に存在する SNP は、母体血で G/Gのホモ



























較したところ、既知のインプリント遺伝子同様に、EVT 細胞や ST 細胞に比べ、








および CT細胞の全ゲノム DNAメチル化データ 64)を用いて解析を行った。 
その結果、父由来アリル発現を示す CUL7 の上流に、卵子で高メチル化、精子
で低メチル化、胚盤胞で中等度メチル化、そして CT細胞にて中等度メチル化を
示す DMR が存在した（図 15）。この結果は、CUL7 の母由来アリル発現は、卵
子で獲得された DMR によって抑制されていることを示唆している。同様に、
DMR を検索した結果、新規インプリント遺伝子の DMR を見出した（表 5）。18
種類の父由来アリル発現遺伝子のうち、11 種類がプロモーター領域に、3 種類
の gene body領域に DMR が存在した。一方、11種類の母由来アリル発現遺伝子
では、1種類だけ Gene body領域に DMR が存在した。また興味深いことに、い
くつかの母由来アリル発現遺伝子は、DMRを有する父由来アリル発現遺伝子の
近傍に存在し、クラスターを形成することを見出した（S1PR2、PDK4 および





5. ヒト胎盤における X染色体不活性化現象 
ヒト胎盤において、X染色体不活性化現象（X chromosome inactivation：X染
色体不活性化）がインプリント型か否かを解析するために、性染色体が XX 型
の CT 細胞を用いて X 染色体連鎖遺伝子の母由来アリルの発現率を算出した。


























図 20 に示した。父由来 X 染色体不活性化を示す細胞（母由来 X 染色体活性細
胞）での、ある遺伝子の父由来アリルからの発現は I、母由来アリルからの発現
は 100 となる。逆に、母由来 X 染色体活性化を示す細胞での、ある遺伝子の母
由来・父由来アリルからの発現は、おのおの 100、I となる。個体内では、母由
来 X染色体活性化の細胞が D%、父由来 X染色体活性化の細胞が 100-D%存在す
ることから、母由来・父由来アリル全体の発現量は、それぞれ[ 100 * D + ( 100 – 
D ) * I ]、[ D * I + ( 100 – D ) * 100 ]となる。これの計算により、この遺伝子の母
由来アリル発現率 G は 100 * [ 100 * D + (100 - D) * I ] / [ ( 100 + I ) * 100 ]と求め
られる。以上の式を変換すると、I = 100 * ( D – G ) / ( D + G – 100 ) となる。こ
れより、各遺伝子の母由来アリル発現率（G）と、個体の母由来アリル発現率の
平均（D）から、各遺伝子の不活性化アリル発現量（I）を算出した。 





た。その結果、解析可能であった 90 遺伝子中 18 種類のエスケープ遺伝子を同
定した（表 7）。既知のエスケープ遺伝子 65)のほかに 4 つの新規エスケープ遺伝






体しか有しない XY 個体では発現しておらず、父由来 X 染色体が不活性化され
ていない XX個体では発現を示すはずである。このことを利用し、X染色体上の
遺伝子において、XY 個体で低発現、XX個体で高発現の遺伝子を探索すると、2
つの遺伝子 XIST（X-inactive specific transcript）と NUDT10 （nudix nucleoside 
diphosphate linked moiety X-type motif 10）が抽出された。XIST は X染色体不活性
化の開始に必須の遺伝子 66)であり、X染色体不活性化が起こっている XX でのみ
発現を示していることに矛盾しない。 
次に NUDT10 について、解析を進めた。NUDT10 発現量を個体の母由来アリ
ル発現率平均値と比較したところ、両者の間で強い負の相関（R2 = 0.8448）が見
られた（図 22）。つまり、母由来 X染色体の発現率が下がるほど、即ち父由来 X
染色体の発現率が上がるほど、NUDT10 の発現量が上昇することが明らかとなっ
た。NUDT10 には SNP が存在せず、アリル特異的発現解析が不可能であった。
そこでNUDT10のプロモーター領域に解析を拡大し、SNPを抽出した。そのDNA
メチル化状態を調べたところ、母由来アリルの DNAメチル化は高メチル化状態














を作成し（図 24）、新たに XX 個体胎盤 13 サンプルの母由来アリル発現率を
qRT-PCR のデータから算出した。全 31サンプルの母由来アリル発現率は、図 25




X 染色体不活性化は、胚発生の初期段階で起こり、父由来 X 染色体、母由来 X
染色体のどちらかが不活性化され、その後の増殖・分化の過程でその状態は維
持されていると考えられている。X 染色体不活性化を受ける段階でプールされ
ている胎盤前駆細胞数 n、父由来 X が活性化する確率（母由来 X が不活性化さ
れる確率）p を与えると、父由来 X が活性化されている細胞の割合は 2 項分布
に従うことになる。X 染色体不活性化が開始される時期は個体ごとに多様性を
示すことを考慮し、n は正規分布に従うと仮定すると、n= 5.8±3.2 を中心とした
分布、p=0.4のモデルが最も今回の結果の分布に合致することが明らかとなった
（図 27）。まとめると、n 個のプール細胞の時点で X 染色体不活性化は起こり、






















ST 細胞は CT 細胞が融合・分化した細胞であり、胎盤におけるガス交換やホ
ルモン産生など、胎盤で主要な機能を発揮している細胞である 7)。本研究におい
てもガス交換、ホルモン産生、酸素運搬、妊娠に関わる遺伝子の発現が上昇し
ていることが明らかとなった。これまでに、CT 細胞から ST 細胞へ分化誘導を
行った細胞を用いて CT細胞との遺伝子発現比較を行った研究があり 68)、インテ


























H19や CDKN1C は増殖抑制に働いていることが知られている 70)が、これら真逆
の機能を持つインプリント遺伝子が、双方バランスよく発現することにより、
胎盤の適切な増殖の緻密なコントロールに関与していると考察される。また、













来発現インプリント遺伝子はプロモーターや gene body領域に DMR を持たず、
父由来アリル発現遺伝子とは異なった機構で片親性発現が制御されていると考
えられる。 












































葉ごとに異なった X 染色体不活性化状態を持っており 77)、サンプリングの部位
によっては、必ずしもその個体の X 染色体不活性化状態を反映していないこと
が懸念される。本研究では、1 つ目の問題は CT 細胞を精製することで、2 つ目
の問題はゲノムワイドな解析を行うことで、3 つ目の問題は胎盤全体をサンプリ
ングすることで、それぞれの影響を最小限に抑えた解析を行うことが可能にな
った。その結果、ヒト胎盤の X 染色体不活性化について、2 つのことが明らか




























染色体が不活性化している 21)。その調節機構は DMR のメチル化により Rsxが母







な X 染色体不活性化が起こる22)。しかし、体細胞でも、脳では父由来 X 染色体
不活性化に弱いバイアスが 79)、乳腺組織では母由来 X 染色体不活性化へバイア
スがかかっていることが報告されている 80)。また、ウマ、ロバ、ラバなどのウ
マ科では、体細胞、胚体外組織ともにランダムな X 染色体不活性化が起こって











る。NUDT10 に SNP が存在しなかったためアリル特異的発現解析はできなかっ





























伝子のうち、16 種類の遺伝子は短腕に存在し、そのうち 7 種類の遺伝子は偽常
染色体領域（PAR：pseudoautosomal region）に含まれていた。残る 9種類の遺伝
子のうち、EIF1AX, EIF2S3, GYG2, HDHD1, SMC1A, STS, ZRSR2は、既知のエスケ
ープ遺伝子であった。さらに YIPF6 はマウス胎盤幹細胞でエスケープ遺伝子と
して報告されている 86)。LOC389906, CHM, TXLNG は、ヒト胎盤特異的なエスケ
ープ遺伝子であると考察される。また、STS 遺伝子は Escape gene として報告さ
れている遺伝子で87)、コードするタンパク steroid sulfatase （microsomal） isozyme 
S（STS）は、妊娠中に、ステロイド前駆体をエストロゲンに変換する酵素であ
り、胎盤88)、特に栄養膜細胞89)に高発現している。オスの胎盤に比べ、メスの胎
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は DMR が関与している。 
 










図 4  ヒトにおけるインプリント遺伝子と関連疾患 
 ヒトにおける既知 DMR の分布と、関連する疾患について図示する。青色が父
由来 DMR の遺伝子、赤色が母由来 DMR の遺伝子を示している。ゲノムインプ
リンティングの異常は、先天異常症や悪性腫瘍などの疾患発症に関与している。 
 
図 5  研究概要 
  本研究の概要について図示する。胎盤より CT、EVT、ST細胞を各々精製し、
RNA-seq を行い、細胞間での発現比較や、インプリント遺伝子の発現解析を行













図 7  アリル特異的遺伝子発現解析の模式図 
 アリル特異的遺伝子発現解析の概略を図示する。アリル特異的遺伝子解析に
は、SNP を用いて発現アリルを決定した。Exome-seq において CT 細胞でヘテロ
（A/T）、母体血でホモ（A/A）の SNP を抽出した。SNP の A が母由来アリル、
49 
 
Tが父由来アリルと決定される。RNA-seqで同 SNP について Read 数を解析する
と、母由来アリル（A）が 5reads、父由来アリル（T）が 1 read となる。遺伝子
毎に母由来アリル発現率（A /（A+T））を求めた。 
 
図 8  精製細胞のマーカー遺伝子発現 
 未精製の胎盤（水色）の発現量を 1 として、各々の遺伝子発現の比を示す。
CT 細胞（青）では、CT 細胞マーカーである ELF5 や ITGA6 の発現が 5 倍程度
に上昇していた。EVT 細胞（赤）では、EVT 細胞マーカーである HLA-G が 10
倍以上の発現上昇を認めた。ST細胞（緑）では、ST細胞マーカーである SDC1
や CGBが保たれ、その他の細胞マーカー遺伝子の発現低下を認めた。ストロー
マ細胞（紫）では、ストローマ細胞マーカーである VIM や THY1 の発現が 5 倍
以上上昇していた。 
 
図 9 遺伝子発現に基づく系統樹 
 遺伝子発現に基づく系統樹を示す。Biological replicate 間で強い相関が得られ
た。また、栄養膜細胞に分類される CT 細胞、ST 細胞、EVT 細胞は未精製胎盤
と同じ系統枝に分類され、胚体組織であるストローマ細胞は別の系統枝に分類
された。ST 細胞は未精製胎盤と近い発現パターンを示し、CT 細胞と EVT 細胞
が比較的近い発現パターンを示した。 
 
図 10  分化に伴い発現が変動する遺伝子 
 CT細胞と EVT細胞、CT細胞と ST細胞との間で発現が変動した遺伝子の GO










図 11 アリル特異的遺伝子発現解析結果の一例 
 新規インプリント遺伝子候補の CYP2J2 でのアリル特異的な発現解析を示す。
縦軸をリード数、横軸を遺伝子配列とした。CYP2J2 遺伝子に存在する SNP は、
母体血で G/Gのホモ、CTで T/Gのヘテロである。すなわち、CTでは Gが母由
来アリル、T が父由来アリルである。CT 細胞の RNA シーケンス解析より、同
SNP は G:49 リード、T:978 リードであり、母由来アリルからの発現率は
〔49÷(978+49)〕×100＝4.8%と算出された。 
 

























図 15  CUL7 の DMR による発現制御 
 新規インプリント遺伝子の DMR について図示する。縦軸を各組織でのメチル
化率、横軸を染色体上の位置とした。CUL7 は父由来アリル発現を示しており、
その上流に卵子で高メチル化、精子で低メチル化、胚盤胞で中等度メチル化、














図 17  X染色体連鎖遺伝子アリル特異的発現解析の一例（CT-3） 
 縦軸は母由来アリル発現率、横軸は染色体上の位置情報を示す。各点が各遺
伝子に相当する。点が上にあればあるほど、母由来アリル発現率が高く、つま




の X 染色体連鎖遺伝子は、母由来アリル発現率が 50%に近い値を示しており、
これらは既知のエスケープ遺伝子（灰点）であった。 
 





より高く、父由来 X 染色体が不活性化を受けやすいことが示唆された。 
 
図 19 X染色体連鎖遺伝子の母由来アリルの発現率 









図 20  不活性化アリルからの発現率算出法 
 父由来 X染色体不活性化の細胞（母由来 X染色体活性細胞）では、父由来ア
リルが不活性化されているので、父由来アリルからの発現率は I、母由来アリル
からの発現は 100 となる。逆に、母由来 X 染色体活性化の細胞では、母由来・
父由来アリルからの発現率は、おのおの 100、I となる。個体内では、母由来 X
染色体活性化の細胞が D%、父由来 X染色体活性化の細胞が 100-D%存在するこ
とから、母由来・父由来アリル全体の発現量は、おのおの[100 * D + (100-D) * I ] 、
[D * I  + (100-D) * 100] となる。この計算式より、この遺伝子の母由来アリル発
現率 Gは 100 * [100 * D + (100-D) * I ]/[100+ I ]と求められる。以上の式を変換す
ると、I = 100 * (100D-G) / (100D+G-100000)となる。 
 
図 21 X染色体連鎖遺伝子の不活性化アリルからの発現率 




図 22 母由来アリル発現率の平均と NUDT10 発現量 

























図 27 2項分布モデル 
 横軸に母由来アリル発現率、縦軸に累積確率を示す。赤が実験から得られた
分布、青が n= 5.8±3.2、p=0.4の 2項分布モデルである。nは正規分布に従うと仮













表 2 サンプル一覧 
本研究で用いたサンプルと、その臨床情報、細胞純度、次世代シークエンサー
でのリード数について記した。妊娠 5週から 10週の胎盤を用い、細胞精製は 90%
以上を確保し、次世代シークエンサーでは充分なリード数を解析した。 
 
表 3 遺伝子オントロジー解析 
CT、EVT、ST細胞にて発現が変化した遺伝子について遺伝子オントロジー解析






















































































































































抗CD49f / HLA-G / CD90 
































































CT->EVT up (n = 90)
CT->ST down (n = 719)
CT->ST up (n = 230)
















mitotic cell cycle -log10(p)
































































































































































































































































































































































































































































母由来アリル 100 I 100 * D + (100-D) * I
父由来アリル I 100
D * I + (100-D) * 
100
D 100-D (100 + I) * 100
I = 100 * (D-G) / [ D + G - 100 ]
G = 母由来アリル / ( 両アリル) * 100























































CT-1 CT-A CT-16 CT-18




































































表 1 ヒト胎盤における X染色体不活性化に関する報告 
 
著者 標本 解析対象 遺伝子 解析手法 結論 
Ropres et al. （1978）25) 満期胎盤 細胞破砕 G6PD アイソザイム分析 Paternal X Inactivation 
Migeon et al. （1978）26) 満期胎盤 絨毛 G6PD アイソザイム分析 Random 
Migeon et al. （1979）27) 流産絨毛  G6PD アイソザイム分析 Random 
Harrison et al.（1986）28) 満期胎盤 羊膜、絨毛、培養組織 G6PD アイソザイム分析 Paternal X Inactivation 
Harrison et al.（1989）29) 満期胎盤 培養 Cytotrophoblast G6PD アイソザイム分析 Paternal X inactivation 
Mohandas et al.（1989）30)  中絶絨毛 絨毛（培養含む） G6PD/HPRT アイソザイム分析 Random 
Goto et al. （1997）23) 絨毛採取 Trophoblast AR メチル化 Paternal X inactivation 
Looijienga et al.（1999）31)  満期胎盤 組織片 AR メチル化 Random 
Uehara et al. （2000）32) 中絶絨毛 分枝絨毛、Trophoblast PGK1 サザンブロット Non random 
Willemsen et al.（2002）33)  絨毛採取  FMR1 免疫染色 Random 
Zeng et al. （2003）34) 中絶絨毛 Cytotrophoblast AR メチル化 Random 
Dhara et al. （2004）35) ヒト ES細胞 Trophoblast分化細胞 FMR1 RT-PCR Non random 
Moreira et al.（2010）24)  満期胎盤 組織片 22遺伝子 RT-PCR Random 
 
  











EVT-A 6 Female 95 43024597 - - 
EVT-B 8 Female 95 42583108 - - 
ST-A 7 Male 90 97888944 - - 
ST-B 8 Male 90 100327730 - - 
ストローマ-A 6 Female 93 46819022 - - 
ストローマ-B 8 Female 94 40603303 - - 
胎盤-A 10 Male - 22267537 - - 
胎盤-B 8 Female - 20515245 - - 
CT-1 8 Female 95 33634510 32092594 116704139 
CT-2 7 Female 96 32465413 28583537 46777690 
CT-3 7 Female 90 56396441 46156540 48179956 
CT-4 7 Female 91 65101921 48532326 53169414 
CT-A 8 Female 90 58458920 744507943 487228634 
CT-5 9 Female 95 30076328 41381049 27592455 
CT-6 5 Female 93 29795329 25386760 38826855 
CT-7 7 Female 95 34449535 23023147 26963681 
CT-8 8 Female 94 51287952 46267913 48479531 
CT-B 7 Female 92 61880237 755547300 420993723 
CT-9 8 Female 98 66187521 36201046 43103782 
CT-10 9 Female 91 62755355 47299380 53028519 
CT-11 9 Female 91 61808128 49515712 54641966 
CT-12 7 Female 91 60413525 52224281 55917197 
CT-13 8 Female 98 61113904 49390660 50121549 
CT-14 8 Female 97 54277180 40418463 41681648 
CT-15 7 Female 95 53825984 42974813 45114432 
CT-16 7 Female 91 61213601 53191702 56340349 
CT-17 8 Male 96 53740736 44536987 46202825 
CT-18 8 Male 95 52063165 50875528 46816151 
CT-19 7 Male 95 97940149 43509756 39045263 
 
  
表 3 遺伝子オントロジー解析結果一覧 








defense response 1.10E-15 5.80E-13 26 
CD14,CD163,CD74,CD83,TYROBP,VSIG4,AIF1,CCL2,CCL3,CCL4,CXCR4,C1QA,C1QB, 
C1QC,C5AR1,CYBB,FN1,ITGB2,IL1B,HLA-G,HLA-DRA,PLA2G7, PSG3, PRG2, SPP1, STAB1 





1.60E-12 4.30E-10 18 
CD14,CD163,VSIG4,AIF1,CCL2,CCL3,CCL4,CXCR4,C1QA,C1QB,C1QC,CYBB,FN1, 
ITGB2,IL1B,PLA2G7,SPP1,STAB1 
female pregnancy 9.00E-09 1.90E-06 10 FCGRT,PAPPA,CSH1,CSH2,HPGD,IL1B,PSG2,PSG3,SPP1,TAC3 
CT->EVT 
down 




female pregnancy 1.10E-13 1.50E-10 17 
ENDOU,PAPPA,CLIC5,CSH1,CSH2,CRH,FLT1,HSD11B2,LNPEP,PSG1,PSG11,PSG2, 
PSG3,PSG5,PSG6,PSG8, PSG4, PSG7,PSG9 
oxygen transport 1.10E-05 7.10E-03 5 HBA1, HBA2,HBE1,HBG1,HBG2,HBZ 
hormone biosynthetic 
process 
2.50E-05 1.10E-02 6 CRH,HSD3B1,HSD11B2,HSD17B1,LHB,SCARB1 
gas transport 4.50E-05 1.50E-02 5 CRH,CGA,HSD3B1,HSD11B2,HSD17B1,LEP,LHB,SCARB1 


























































表 4 既知インプリント遺伝子の細胞種ごとの発現量 
遺伝子名 発現量 log2(FPKM+1)  遺伝子名 発現量 log2(FPKM+1) 
CT EVT ST  CT EVT ST 
H19 11.9  13.4  8.2   PHACTR2 3.1  2.6  4.5  
PEG10 10.2  3.3  4.0   SLC22A18 3.0  2.8  0.8  
IGF2 9.7  10.7  6.8   RB1 2.8  3.7  0.6  
GNAS 9.7  8.6  7.4   GRB10 2.7  4.5  1.5  
CDKN1C 8.9  10.0  4.0   ZDBF2 2.5  3.0  2.0  
MEST 8.4  4.3  4.2   PLAGL1 2.1  3.0  1.0  
PHLDA2 8.1  7.6  4.2   PPP1R9A 2.1  0.1  1.3  
PEG3 7.8  3.3  2.5   NAP1L5 2.0  0.7  0.9  
DNMT1 7.1  3.8  1.3   GPR1-AS 2.0  2.4  1.4  
AIM1 6.2  1.7  6.4   ANO1 2.0  0.6  4.9  
LIN28B 6.1  5.8  4.1   GPR1 1.9  4.2  0.9  
BLCAP 5.6  4.8  3.9   ZNF215 1.6  1.6  0.1  
ZNF331 5.2  4.9  3.9   MEG3 1.6  1.1  0.4  
SGCE 5.0  2.7  4.5   FAM50B 1.4  1.3  0.6  
UBE3A 4.8  4.2  3.2   SNURF 1.4  1.7  1.0  
NAA60 4.4  4.8  4.0   MKRN3 1.3  0.9  0.8  
COPG2 4.2  3.5  2.6   AXL 1.2  1.8  0.2  
ZIM2 3.8  0.6  0.3   KCNQ1 1.2  1.9  0.1  
TFPI2 3.8  5.9  13.6   NDN 1.1  0.4  0.1  
INPP5F 3.7  4.2  3.8   DLK1 0.5  1.4  0.3  
RHOBTB3 3.2  4.5  6.7   
 
  
表 5 新規インプリント候補遺伝子の細胞種ごとの発現量 
遺伝子名 発現量 log2(FPKM+1) 
CT EVT ST 
PSCA 1.7  1.7  7.5  
CPXM2 2.2  0.1  6.2  
CBR1 3.9  3.1  6.2  
PRKAG2 2.9  4.3  5.0  
PDK4 1.9  1.5  2.9  
TMEM247 2.4  0.7  2.4  
OVCH2 1.9  0.5  1.8  
C12orf5 1.7  1.6  1.6  
PDPR 2.7  2.3  2.3  
CUL7 3.3  3.8  2.7  
ZNF542P 1.3  1.1  0.5  
USMG5 7.4  7.3  6.5  
VWA2 1.1  0.0  0.0  
KLHDC10 2.9  2.5  1.7  
THUMPD2 2.8  2.2  1.4  
NUDT12 1.9  1.4  0.5  
PCK2 3.3  3.1  1.8  
AGO1 2.7  1.9  1.2  
LINC00294 2.2  3.3  0.6  
R3HCC1 3.5  2.8  1.8  
PLEKHG4B 1.9  0.8  0.0  
SLC4A7 2.7  4.0  0.7  
PROSER2 2.4  2.2  0.1  
MRPL44 5.2  3.9  2.9  
PROSER2-AS1 3.3  2.9  0.2  
ICA1L 3.8  4.2  0.6  
CMTM3 4.8  6.6  0.7  
S1PR2 4.5  2.6  0.3  
CYP2J2 5.8  0.6  0.8  
 
表 6 インプリント候補遺伝子と DMR 
染色体 Start End 遺伝子名 発現 DMR クラスター 
アリル 母由来アリル 
発現率 
サンプル数 Position Start End 
chr10 11891607 11936709 PROSER2-AS1 父 0.7 3 Promoter 11934845 11937713 PROSER2 
chr2 46706704 46711564 TMEM247 父 1 4 - - -  
chr1 60358980 60392423 CYP2J2 父 2.9 3 Promoter 60392140 60392785   
chr5 102884556 102898502 NUDT12 父 3.7 7 Promoter 102897552 102898901  
chr16 66637935 66647795 CMTM3 父 5.1 6 Promoter 66637425 66639837   
chr10 125505152 125651500 CPXM2 父 6.9 10 Promoter 125650942 125651221  
chr7 151253201 151574316 PRKAG2 父 8.4 6 Promoter 151327824 151330524   
chr6 43005355 43021683 CUL7 父 10.2 7 Promoter 43020999 43021882  
chr21 37442222 37445475 CBR1 父 10.3 4 - - -   
chr10 105148809 105156270 USMG5 父 12.5 3 - - -  
chr14 24563340 24573341 PCK2 父 12.7 7 Promoter 24562609 24563883   
chr10 115999013 116054259 VWA2 父 13 3 Promoter 115999021 115999895  
chr5 140373 190087 PLEKHG4B 父 15.8 6 - - -   
chr1 36348810 36389899 AGO1 父 19.5 3 Promoter 36348629 36349903  
chr8 23145605 23153792 R3HCC1 父 20.5 6 Promoter 23145614 23146451   
chr2 203637873 203736708 ICA1L 父 22.4 10 Gene body 203638638 203639156  
chr3 27414212 27525911 SLC4A7 父 22.9 7 Gene body 27504162 27506728   




染色体 Start End 遺伝子名 発現 DMR クラスター 
アリル 母由来アリル 
発現率 
サンプル数 Position Start End 
chr16 70147529 70195184 PDPR 母 67.2 3 - - -  
chr2 39963200 40006416 THUMPD2 母 70.3 3 - - -  
chr2 224822121 224832431 MRPL44 母 75.9 5 - - -   
chr19 10332109 10341948 S1PR2 母 76.1 7 - - - DNMT1 
chr11 7711155 7727941 OVCH2 母 76.3 3 - - -   
chr7 95212809 95225925 PDK4 母 76.9 5 - - - KCNQ1 
chr7 129710349 129775560 KLHDC10 母 78 8 Gene body 129746868 129749725   
chr19 56879468 56891196 ZNF542P 母 82 7 - - -  
chr11 33097696 33101000 LINC00294 母 83.9 3 - - -   
chr8 143751726 143764145 PSCA 母 84 3 - - -  
chr10 11865397 11914276 PROSER2 母 94.2 3 - - - PROSER2-AS 
 
  
表 7 エスケープ遺伝子一覧 
遺伝子名 
   
  
不活性化アリル発現率 既知のエスケープ遺伝子 
Cotton et al.45） 
偽常染色体領域 
LOC389906 107.6  - - 
AKAP17A 86.3  - PAR1 
ZRSR2 83.7  escape - 
PPP2R3B 78.3  escape PAR1 
ASMTL 76.4  escape PAR1 
SMC1A 68.3  variable escape - 
ZBED1 59.1  - PAR1 
DHRSX 53.2  escape PAR1 
HDHD1 47.7  escape - 
EIF1AX 40.4  variable escape - 
PLCXD1 37.4  escape PAR1 
YIPF6 26.9  subject - 
CHM 20.9  subject - 
TXLNG 17.8  escape - 
ASMTL-AS1 17.2  escape PAR1 
GYG2 17.0  variable escape - 
STS 12.5  escape - 
EIF2S3 11.5  escape - 
CDK16 10.2  variable escape - 
USP11 10.1  subject - 
 
表 8 動物種・細胞種間の X染色体不活性化の違い 
 
動物種 胚体外組織 胚体組織 
真獣類 
ウマ 
ウサギ 
サル 
ランダム型 ランダム型 
ヒト 
不完全 
インプリント型 
ランダム型 
ウシ 
マウス 
ラット 
完全 
インプリント型 
ランダム型 
有袋類 
カンガルー 
オポッサム 
完全 
インプリント型 
完全 
インプリント型 
 
